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AVALIAÇÃO DA ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA: EXEMPLOS DE APLICAÇÃO. 
Resumo 
A importância da avaliação da actividade antimicrobiana foi o objectivo 
principal deste estudo. 
A avaliação da actividade antimicrobiana da planta Genista tenera 
revelou-se contra Listeria monocytogenes para os extractos de éter dietílico e 
acetato de etilo, e de éter dietílico em relação a Fusarium culmorum. O óleo de 
eucalipto mostrou actividade antibacteriana para Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus e Escherichia coli; a actividade antifúngica foi 
conseguida para Botytris cinerea e Fusarium culmorum. Os compostos NX2 e 
NX18 demonstram actividade antibacteriana contra Bacillus cereus e B. subtilis. 
O composto NX2 foi eficaz contra Aspergillus brasiliensis e Fusarium solani e o 
composto NX18 foi eficaz contra F. culmorum.  
Verificou-se que a concentração mínima inibitória para NX2 e NX18 é de 
4,7 μg/mL e 9,4 μg/mL, respectivamente, contra Bacillus cereus. Para NX2, 
NX13 e NX18 a concentração mínima inibitória foi, respectivamente, de 37,5 
μg/mL, 150 μg/mL e 4,7 μg/mL contra Enterococcus faecalis.  
 
 
 
 
Palavras-chave: actividade antimicrobiana; método de difusão em ágar; 
concentração mínima inibitória - MIC; método de microdiluição; extractos e 
óleos vegetais; compostos de síntese química.  
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EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY: APPLICATION EXAMPLES. 
Abstract 
The importance of evaluating the antimicrobial activity was the main 
objective of this study. 
The evaluation of the antimicrobial activity of plant Genista tenera, were 
proved against Listeria monocytogenes with extracts of diethyl ether and ethyl 
acetate and diethyl ether for Fusarium culmorum. Eucalyptus oil showed 
antibacterial activity for Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and 
Escherichia coli; antifungal activity was achieved for Botytris cinerea and 
Fusarium culmorum. Compounds NX2 and NX18 demonstrate antibacterial 
activity against Bacillus cereus and B. subtilis. Compound NX2 was effective 
against Aspergillus brasiliensis and Fusarium solani and compound NX18 was 
effective against F. culmorum. 
It was found that the minimal inhibitory concentration for NX2 and NX18 
is 4.7 μg / mL and 9.4 μg / mL, respectively, against Bacillus cereus. For NX2, 
NX13 and NX18 minimum inhibitory concentrations were, respectively, of 37.5 
μg / ml, 150 μg / ml and 4.7 μg / ml against Enterococcus faecalis. 
 
 
 
 
 
 
Keywords: antimicrobial activity; agar diffusion method; minimum inhibitory 
concentration – MIC; microdilution method; extracts and vegetable oils; 
compounds chemically synthesized. 
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1.INTRODUÇÃO 
 
A selecção sistemática de seres vivos com o objectivo de encontrar 
novos compostos bioactivos tem sido uma actividade persistente em muitos 
laboratórios da área microbiológica e biomédica.  
O uso de plantas com o propósito de detectar bioactivos nos seus 
tecidos é de origem recente. No entanto, a utilização de plantas inteiras ou as 
suas partes (folhas, cascas, sementes, resinas), é tão antigo quanto a história 
do homem, especialmente as aplicações médicas, cosméticas, culinárias, entre 
outras (Dorman e Deans, 2000).  
As plantas são fontes importantes de produtos naturais biologicamente 
activos, muitos dos quais se constituem em modelos para síntese de um 
grande número de fármacos. Os trabalhos na área de produtos naturais 
vegetais realçam a grande diversidade de estruturas e de propriedades físico-
químicas e biológicas dos produtos de origem vegetal. Algumas destas 
substâncias naturais possuem potencial antimicrobiano e representam 
provavelmente o maior avanço da farmacoterapia nas últimas cinco décadas ou 
mais. Com o conhecimento obtido com trabalhos relacionados às propriedades 
terapêuticas das plantas foi possível obter inúmeros medicamentos de extrema 
importância para medicina como os digitálicos, quinina, atropina, pilocarpina, 
artemisinina, além de alguns medicamentos usadas no tratamento de cancro 
como: vimblastina, vincristina, taxol, campotecinas (Simões et al., 2007). 
Este progresso, no entanto estende-se a outras áreas, especialmente a 
alimentar. Apesar das modernas técnicas de higiene no abate e de produção, a 
segurança alimentar é uma questão de saúde pública cada vez mais 
importante (WHO, 2002a). Estima-se que cerca de 30% das pessoas nos 
países industrializados sofrem de uma doença de origem alimentar a cada ano 
e em 2000, pelo menos dois milhões de pessoas morreram de doenças 
diarreicas em todo o mundo (WHO, 2002a). Há, portanto, uma necessidade de 
novos métodos para reduzir ou eliminar microrganismos patogénicos nos 
alimentos, possivelmente em combinação com os actuais métodos. Além disso, 
a Organização Mundial da Saúde lançou um alerta para o mundo inteiro sobre 
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a necessidade da redução do consumo de sal, a fim de reduzir a incidência de 
doenças cardiovasculares (WHO, 2002b). Se o nível de sal nos alimentos 
processados for reduzido, outros aditivos serão necessários para manter a 
segurança dos alimentos. Considerando as tendências actuais para a utilização 
de aditivos naturais, entre as possibilidades estarão os extractos de plantas e 
os óleos essenciais como aditivos antimicrobianos. 
A maioria dos estudos incidem com especial atenção sobre plantas 
medicinais, desenvolvendo-se trabalhos sobre actividade antimicrobiana de 
extractos, óleos essenciais e substâncias isoladas contra bactérias Gram 
positivas, Gram negativas e fungos. Uma vez obtido um composto 
biologicamente activo, pode-se lançar-se estudos envolvendo modificações 
moleculares, cujo principal objectivo é o de optimizar essa actividade. 
 
1.1.Avaliação da actividade antimicrobiana  
 
A resistência microbiana aos diferentes grupos de antimicrobianos tem 
vindo a aumentar ao longo dos anos, sobretudo nos ambientes hospitalares 
com o acréscimo de morbilidade e mortalidade nas infecções. Também as 
doenças de origem alimentar ou toxinfecções, têm aumentado em todo o 
mundo, constituindo um dos mais importantes problemas de Saúde Pública a 
nível mundial (Ferreira et al., 2010). 
A análise sistemática de plantas e o desenvolvimento de novos 
compostos de síntese com finalidade de descobrir novos compostos bioactivos 
é uma actividade de rotina em muitos laboratórios dedicados à pesquisa neste 
sentido. Em particular, a busca por componentes com actividade 
antimicrobiana tem ganhado crescente importância nos últimos tempos, devido 
à crescente preocupação com o alarmante aumento na taxa de infecção por 
microrganismos resistentes a antibióticos (Davies, 1994). No entanto, a 
segurança alimentar microbiológica tem constituído uma questão premente a 
nível europeu e mundial, uma vez ser determinante no controlo de toxinfecções 
alimentares (WHO, 2002a). 
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1.1.1.Métodos de avaliação 
 
As orientações relativas ao estudo da susceptibilidade de 
microrganismos a novas substâncias, com especial incidência para antibióticos, 
encontram-se normalizadas através dos documentos do antigo National 
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), da actual Nacional 
Comitee for Clinical Laboratory Standarts (CLSI), da British Society for 
Antimicrobial Chemotherapy (BBSAC) e do European Committee for 
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). No entanto, a avaliação da 
actividade antimicrobiana tem um espectro mais vasto de aplicação, sobretudo 
aos mais diversificados tipos de extractos de plantas e de óleos essenciais, 
existindo várias abordagens técnicas (Hammer et al., 1999). No caso de os 
resultados exigirem uma investigação mais profunda ou uma vez identificados 
os compostos activos, o seu reconhecimento para fins farmacêuticos passa 
pela utilização das normas do CLSI ou do EUCAST. 
Actualmente, existem vários métodos para avaliar a actividade 
antibacteriana e antifúngica dos extractos vegetais. Os métodos para avaliação 
da actividade antibacteriana e antifúngica mais conhecidos incluem método de 
difusão em ágar ou difusão em placa, métodos de macrodiluição e 
microdiluição (Ostrosky et al., 2008). 
 
1.1.1.1.Métodos de difusão em meio sólido 
 
O método de difusão em ágar, também designado como método de 
difusão em placa, é um método físico. Neste método o microrganismo é testado 
contra um extracto ou substância em meio de cultura sólido, estabelecendo-se 
uma relação entre a dimensão da zona ou halo de inibição de crescimento do 
microrganismo em estudo com a concentração do extracto ou substância 
testada. Neste método a avaliação comparativa implica a utilização de um 
padrão bioactivo de referência ou controlo positivo e um controlo negativo, 
normalmente o solvente usado para a diluição do extracto ou da substância. 
Após a incubação adequada ao microrganismo inoculado, o halo de inibição de 
crescimento é medido a partir da circunferência do disco ou poço até à margem 
do crescimento microbiano (Ostrosky et al., 2008). 
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O método de difusão em placa pode ser realizado utilizando três 
técnicas diferentes: teste de difusão em disco, teste com cilindros de aço 
inoxidável e teste de perfuração do ágar. A técnica de difusão em disco foi 
estabelecida como padrão pelo CLSI e aceite pela FDA (Food and Drug 
Adminidtration) (Ostrosky et al., 2008). 
De acordo com Rabanal e colaboradores (2002, citado por Ostrosky et 
al., 2008) o teste de difusão em disco consiste na aplicação de 10μl da solução 
testada em discos de papel de filtro de 6mm de diâmetro, em diferentes 
concentrações. Vários estudos sugerem que a impregnação do disco de papel 
com a substância a testar deve ser efectuada antes de colocar nas placas 
inoculadas, enquanto outros preferem colocar o disco na placa inoculada e 
depois impregná-lo na substância a testar (Ostrosky et al., 2008). 
Segundo Rabanal e colaboradores (2002, citado por Ostrosky et al., 
2008) para controlo negativo deve ser utilizado DMSO (dimetilsulfóxido) e para 
controlo positivo utiliza-se cloranfenicol, para bactérias, e anfotericina B, para 
fungos. Na realidade, o controlo negativo deve ser efectuado com o composto 
usado na dissolução do extracto ou substância testada. 
 Na técnica que utiliza cilindros de aço inoxidável, estes são colocados 
no meio de cultura já solidificado e inoculado, enquanto nos cilindros é 
colocado a solução com actividade antimicrobiana em estudo. Na técnica de 
perfuração do ágar, é efectuado a remoção do meio de cultura sólido com 
auxílio de cilindros de 6 a 8 mm de diâmetro de modo a que haja formação de 
poços, nos quais será inoculado o extracto ou a substância a ser analisada 
(Ostrosky et al., 2008). 
 
1.1.1.2.Métodos de diluição em meio líquido 
 
O método de diluições sucessivas em meio líquido considera a relação 
entre a proporção de crescimento do microrganismo testado e a concentração 
do extracto ou da substância ensaiada. A avaliação do crescimento do 
microrganismo ou da sua ausência é dada pela turvação do meio líquido, 
comparado em relação a um padrão de referência. Como controlo positivo, 
utiliza-se no meio de cultura uma substância bioactiva padrão a partir de uma 
Avaliação da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicação 
                                                                                                              
Ana Sofia Lameira Monteiro                                                                                                                5 
solução padronizada, e como controlos negativos o meio de cultura da 
suspensão microbiana e o meio de cultura com o solvente usado para 
dissolução da amostra (Ostrosky et al., 2008).  
A vantagem do método relaciona-se com a possibilidade de obtenção de 
resultados quantitativos, sendo possível a determinação da Concentração 
Mínima Inibitória (MIC). No entanto, o valor da MIC de uma substância com 
características antimicrobianas não é constante, sendo influenciado pela 
natureza do microrganismo testado, pela quantidade de inóculo, pelo tempo de 
incubação, pela composição do meio de cultura e pelas condições ambientais, 
tais como a temperatura, o pH e o arejamento. Quanto todas estas condições 
são padronizadas, é possível comparar a actividade de diferentes agentes 
antimicrobianos face a um certo microrganismo e determinar, por exemplo, qual 
o agente antimicrobiano mais efectivo contra esse microrganismo, ou avaliar a 
actividade de uma determinada substância relativamente a diferentes 
microrganismos (Ostrosky et al., 2008). Para a validação de agentes 
antimicrobianos como os antibióticos é necessário seguir as normas do CLSI 
ou do EUCAST. 
Os métodos de diluição em meio líquido subdividem-se em testes de 
macrodiluição e testes de microdiluição (Ostrosky et al., 2008). 
No método das diluições sucessivas, o teste de macrodiluição é 
executado em tubos de ensaio com volume de meio de cultura variando entre 1 
e 10 mL, suplementado com concentrações crescentes da substância 
ensaiada. Cada um dos tubos é inoculado com o microrganismo a testar. 
Terminado o período de incubação, avalia-se o crescimento microbiano, visível 
através da turvação da cultura. A concentração mínima inibitória do 
crescimento (MIC) é a concentração mínima da substância para a qual já não 
se observa crescimento do microrganismo. Para além do trabalho necessário à 
realização do teste, será necessário dispor de quantidades consideráveis da 
substância em estudo. No entanto, o método de microdiluição em meio líquido 
é uma técnica bastante útil para a avaliação determinação de um grande 
número de amostras, uma vez que utiliza microplacas com 96 poços, com 
volume de meio de cultura entre 100 e 200 μL (Ostrosky et al., 2008; Das et al., 
2010). 
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A utilização das microplacas torna possível fazer diluições seriadas nos 
poços consecutivos. Alguns destes poços devem ser utilizados para os 
controlos. Após a incubação da microplaca, o crescimento microbiano pode ser 
determinado por leitura espectrofotómetria a 600-630 nm (Das et al., 2010). 
Como alternativa à avaliação do crescimento, Umeh e colaboradores (2005) 
utilizam indicadores como sais de tetrazólio ou resazurina, embora os estudos 
efectuados apontem para a necessidade de padronização do método.  
A concentração mais baixa que dá um valor de absorvância próxima de 
zero é a MIC da substância analisada (Salie et al., 1996). 
Uma das principais desvantagens do método de microdiluição é o facto 
de alguns microrganismos aderirem à base do poço ou em outros casos 
permanecem em suspensão. Também, a precipitação de alguns compostos 
com actividade antimicrobiana, como extractos de plantas ou compostos de 
síntese é uma dificuldade nesta técnica. Em concentrações mais elevadas a 
presença da coloração verde, proveniente da clorofila das plantas, pode 
interferir nas leituras de absorvância. No entanto, o método é económico, tem 
elevada reprodutibilidade, é 30 vezes mais sensível que outros métodos e 
requer pequena quantidade de amostra (Ostrosky et al., 2008).  
 
1.1.2.Factores que influenciam a avaliação da actividade antimicrobiana 
 
São diversos os factores que afectam a susceptibilidade do método de 
difusão e de diluição. Desta forma, há necessidade conhecer rigorosamente as 
condições experimentais de execução do teste (Ostrosky et al., 2008). 
 
1.1.2.1.Meios de cultura 
 
Os meios de cultura devem proporcionar um crescimento adequado aos 
microrganismos a serem testados e não devem conter substâncias antagónicas 
à actividade antimicrobiana em estudo.  
No método de difusão em meio sólido, a concentração do ágar e a sua origem 
podem influenciar os resultados dos ensaios Pinto e colaboradores (2003, 
citado por Ostrosky et al., 2008). Entre os meios de cultura utilizados para teste 
de susceptibilidade de bactérias, o meio de Müller-Hinton é o mais citado, 
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outros meios bastante utilizados são os meios de caseína e soja (TSA e TSB) e 
os meios sólidos ou líquidos Nutrient Broth/Agar e Luria-Bertani para bactérias 
(Kaur e Kaur, 2010). Em relação aos fungos são utilizados os meios sólidos ou 
líquidos de Sabourand dextrose (SDA e SDB), o meio sólido de batata e 
dextrose (PDA) e o meio líquido com extracto de levedura (GYEPA) (Rauter et 
al., 2004; Silva et al., 2008; Ostrosky et al., 2008). 
Segundo Ostrosky e colaboradores (2008), vários estudos demonstram 
a existência de substâncias no meio de cultura que influenciam a sensibilidade 
da avaliação antimicrobiana: a timidina antagoniza a actividade de 
sulfonamidas e trimetroprinas, conduzindo a um resultado falso de resistência a 
tais compostos; o catião Na+ aumenta a actividade da bacitracina, do ácido 
fusídico e da novobiocina contra Staphylococcus spp. e da penicilina contra 
Proteus spp.; os catiões Mg2+e Ca2+ reduzem a actividade de aminoglicosídeos 
e de polimixinas contra Pseudomonas spp. e da tetraciclina contra diferentes 
microrganismos. 
 
1.1.2.2.pH 
 
O pH do meio de cultura deve ser compatível com o crescimento 
microbiano e com a actividade e estabilidade das substâncias estudadas. O 
aumento da acidez do meio diminui a actividade antibacteriana de substâncias 
básicas como a estreptomicina, e por outro lado, provoca o aumento da 
actividade de substâncias ácidas como a penicilina (Pinto et al., 2003, citado 
por Ostrosky et al., 2008). 
Estudos efectuados por Li-Chang e colaboradores (2005, citado por 
Ostrosky et al., 2008) avaliaram o efeito da variação da gama de pH (5-9) na 
actividade antimicrobiana do extracto etanólico de própolis, tendo verificado 
que o extracto exerceu um efeito bactericida em Staphylococcus aureus, após 
1,5 a 3 horas de incubação em pH 5 e 6, respectivamente. 
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1.1.2.3.Condições de incubação 
 
A disponibilidade de oxigénio pode influenciar as condições de 
crescimento dos microrganismos utilizados na avaliação da actividade 
antimicrobiana considerando que esses microrganismos podem ser aeróbios, 
anaeróbios ou anaeróbios facultativos (Jay, 2000; Ostrosky et al., 2008). 
Em estudos de avaliação da actividade da estreptomicina em 
Staphylococcus aureus pela técnica de macrodiluição, verificou-se que houve 
pouca influência da disponibilidade de oxigénio (Ostrosky et al., 2008). Por 
outro lado, Barry e Thornsberry (1991, citado por Ostrosky et al., 2008) 
verificaram que deve ser evitada uma atmosfera com elevada concentração de 
dióxido de carbono, uma vez que provoca o pH da superfície do meio de 
cultura, sendo então capaz alterar o crescimento microbiano e, assim, afectar a 
actividade antimicrobiana de algumas substâncias. 
A temperatura de incubação é um factor a ter em consideração na 
avaliação da actividade antimicrobiana. A incubação dos microrganismos deve 
ser feita a 35-37 ºC para o crescimento de bactérias e 25 a 27 ºC para fungos. 
No método de difusão as placas devem ser incubadas com o cuidado de se 
manter uma temperatura homogénea na estufa. No método de diluição, as 
condições de crescimento dos microrganismos nos tubos devem ser 
semelhantes, existindo condições que permitam a mesma temperatura e 
agitação (Ostrosky et al., 2008).  
 
1.1.2.4.Características do inóculo microbiano 
 
A quantidade de inóculo microbiano influencia a susceptibilidade dos 
extractos ou substâncias em estudo. Assim, é essencial que haja padronização 
do inóculo para cada método desenvolvido (Ostrosky et al., 2008).  
Diferentes estudos apontam para valores entre 105 e 106 unidades 
formadoras de colónias por mililitro (UFC/mL). Existe igualmente uma 
preocupação com a padronização das condições de preparação do inóculo, 
devendo ser efectuada a partir de 4 ou 5 colónias da cultura do microrganismo 
a testar para evitar seleccionar uma estirpe variante atípica. Após o 
crescimento das colónias 16-18 horas em meio líquido apropriado, a cultura 
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deve ser diluída. O ajuste da diluição pode ser efectuado utilizando como 
padrão de leitura a escala McFarland (0,5) ou ajustado através de leitura em 
espectrofotómetro (Ostrosky et al., 2008).  
 
1.1.2.5.Condições para a avaliação de halos no método de difusão em 
ágar 
 
A espessura e a uniformidade do ágar são determinantes para uma boa 
resolução dos resultados. Deve-se controlar rigorosamente o volume de ágar 
transferido para a placa de Petri, e o meio de cultura deve ser distribuído de 
modo a evitar formação de estrias superficiais e bolhas. Quando ocorrem halos 
de pequenas dimensões, o recurso utilizado é a diminuição do volume do meio, 
o que leva a diminuição a espessura do meio na placa (Pinto et al., 2003, 
citado por Ostrosky et al., 2008). 
 
1.1.3.Caracterização de microrganismos utilizados na avaliação da 
actividade antimicrobiana 
 
Os grupos de microrganismos estudados na avaliação da actividade 
antimicrobiana são patogénicos, encontram-se envolvidos em toxinfecções de 
origem alimentar ou podem estar presentes nos alimentos. 
 
1.1.3.1.Bactérias Gram positivas 
 
Bacillus cereus 
 
As bactérias da espécie Bacillus cereus são bactérias Gram positivas, 
possuem forma de bastonete, apresentam mobilidade e formam esporos. 
Apresentam uma distribuição ubiquitária na natureza, em especial no solo e em 
plantas (Jay, 2000).  
Estudos epidemiológicos mostram que a maioria de surtos por 
contaminação de alimentos ocorre em carne, leite em pó, arroz e em outros 
produtos de origem vegetal (Doyle e Beuchat, 2007).  
A produção de exotoxinas, determina o envolvimento de Bacillus cereus 
em diversas toxinfecções alimentares (Jay, 2000). 
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Bacillus subtilis 
 
Bacillus subtilis é um bastonete Gram positivo, aeróbio facultativo, não 
patogénico, produtor de ácido acético, formador de esporos, podendo ser 
frequentemente isolado no solo (Jay, 2000).  
Actualmente, Bacillus subtilis tem sido utilizado na elaboração de 
probióticos compostos por Bacillus, em comparação com probióticos 
compostos por bactérias lácticas. A principal vantagem da elaboração de 
probióticos compostos por Bacillus reside na sua capacidade de esporular, o 
que lhes confere maior sobrevivência durante o trânsito ruminal. Além disso, 
estes microrganismos multiplicam-se a uma taxa mais rápida do que a de 
passagem gastrointestinal, ou seja, a da movimentação frequente dos 
conteúdos ruminal e intestinal (peristaltismo). A ingestão de quantidades 
significantes de B. subtilis restabelece a flora microbiana normal, 
principalmente após uso prolongado de antibióticos ou em condições de 
prevalência de diarreia. Preparações de probióticos de B. subtilis são 
comercialmente vendidas na maioria dos países europeus, embora ainda seja 
pouco compreendido seu benefício terapêutico (Mazza, 1994).  
 
Enterococcus faeccalis 
 
Do género Enterococcus faz parte bactérias Gram positivas que se 
dispõem aos pares e em curtas cadeias, e são catalase negativos. A grande 
resistência permite uma distribuição diversificada em solos, águas, plantas, 
microflora nativa de vários alimentos e como membros da microflora intestinal 
de humanos e animais (Ferreira e Sousa, 2000).  
Estes microrganismos foram considerados por muito tempo como 
comensais, mas o aumento da severidade das infecções nosocomiais 
causadas por enterococos multirresistentes a antimicrobianos e, a falta de 
conhecimento sobre seus factores de virulência, geram insegurança na 
utilização de espécies deste género na produção de alimentos como culturas 
fermentadoras e/ou probióticas (Ferreira e Sousa, 2000; Jay, 2006).  
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Mais de 90% das infecções humanas enterocócicas são causadas por 
Enterococcus faeccalis, sendo as restantes causadas por E. faecium (Paradella 
et al., 2007). 
Nos Estados Unidos estudos revelaram que as bactérias do género 
Enterococcus tornaram-se o segundo grupo microbiano mais comum 
observado em infecções cirúrgicas, infecções nosocomiais e do tracto urinário, 
e a terceira mais comum infecção hospitalar (d’ Azevedo et al., 2004). 
 
Listeria monocytogenes 
  
 Listeria monocytogenes é um bastonete Gram positivo, anaeróbio 
facultativo, catalase positivo, oxidase negativo. Apresenta mobilidade à 
temperatura ambiente e é uma espécie hemolítica (Ferreira e Sousa, 2000; 
Jay, 2000). 
É uma bactéria ubiquitária, tendo sido isolada do meio ambiente e de 
animais, incluindo o Homem. Vários estudos revelam que na população 
humana existe 1 a 5% de portadores assintomáticos (Jay, 2000; Doyle e 
Beuchat, 2007; Montville e Matthews, 2008). 
A maioria das infecções humanas parece estar associada ao contacto 
com animais infectados, ingestão de alimentos (leite, carnes, vegetais), 
especialmente quando estes produtos são congelados. As infecções podem 
constituir situações graves em grupos de risco como grávidas, crianças e 
idosos (Doyle e Beuchat, 2007). 
 
Staphylococcus aureus 
 
O género Staphylococcus pertence à família Micrococcaceae e 
compreende várias espécies, nomeadamente Staphylococcus aureus. São 
cocos Gram positivos, imóveis, capsulados, normalmente agrupados em cacho 
Jay, 2000; Doyle e Beuchat, 2007).  
Em indivíduos saudáveis são encontrados na pele e nas fossas nasais, 
no entanto podem causar infecções graves na pele (foliculite, furúnculo), 
pneumonia, meningite, endocardite, septicemia, entre outras. As doenças 
causadas por Staphylococcus aureus podem ser devidas à invasão e lesão dos 
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tecidos ou resultar da acção das suas toxinas. As estirpes de S. aureus são 
agentes frequentes de infecções adquiridas em ambiente hospitalar (Ferreira e 
Sousa, 2000). 
A sua presença nos alimentos resulta de contaminações cruzadas com 
os manipuladores, sendo utilizados como indicadores de higiene. As 
intoxicações alimentares resultam da produção de coagulase (enzima que pode 
provocar a coagulação do plasma) ou de enterotoxinas estafilocócicas (Doyle e 
Beuchat, 2007; Montville e Matthews, 2008). 
 
1.1.3.2.Bactérias Gram negativas 
 
Escherichia coli 
 
As bactérias da espécie Escherichia coli são bastonetes Gram 
negativos, pertencentes à família Enterobacteriaceae, encontradas no tracto 
intestinal de seres humanos e animais, e fazem parte da microflora nativa, 
embora estejam relacionadas com diversas infecções (Ferreira e Sousa, 2000).  
Na área alimentar é um dos indicadores mais fiáveis de contaminação 
de origem fecal, sendo importante para o controlo da higiene dos géneros 
alimentícios (Jay, 2000). 
Escherichia coli apresenta grande diversidade patogénica por 
produzirem enterotoxinas e são classificadas em cinco categorias 
(enteroxigénica - ETEC, enteroinvasora - EIEC, enteropatogénica - EPEC, 
enterohemorrágica - EHEC e enteroagregativa - EaggEC) de acordo com o 
grau de invasão celular, causando enterites e gastroenterites por mecanismos 
diferentes. É ainda considerada a causa mais comum de infecção no tracto 
urinário, meningite, e outras infecções extra-intestinais e a infecções 
hospitalares (Jay, 2000; Doyle e Beuchat, 2007; Montville e Matthews, 2008). 
 
Salmonella spp. 
 
As bactérias do género Salmonella pertencem à família 
Enterobacteriaceae. São bactérias Gram negativas em forma de bastonete, 
anaeróbias facultativas e não facultativas formam esporos. A maioria das 
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salmonelas é móvel por flagelos, ocorrendo estirpes móveis e estirpes não 
móveis, como resultado de flagelos disfuncionais (Montville e Matthews, 2008). 
As bactérias do género Salmonella encontram-se presentes, de uma 
forma geral, no meio ambiente. A maioria dos casos de salmonelose resulta da 
ingestão de alimentos e de água contaminada ou por contacto fecal-oral. S. 
enteritidis encontra-se presente, geralmente, em pequenas quantidades, no 
tracto gastrointestinal de muitos mamíferos e aves (Jay, 2000). 
A nomenclatura dos diferentes sorótipos é uma questão em aberto, sendo 
efectuada com recurso à caracterização da estrutura antigénica das estirpes e 
utiliza-se o nome do serótipo como sendo o nome da espécie (Salmonella 
typhi, Salmonella paratyphi A) (Montville e Matthews, 2008).  
 
1.1.3.3.Fungos 
 
 Os fungos são microrganismos eucariontes, heterotróficos, aeróbios e 
reproduzem-se por esporos assexuados e/ou sexuados. São seres vivos 
ubiquitários, morfologicamente unicelulares (leveduras) ou pluricelulares 
(fungos filamentosos). Sobre a classificação dos fungos ainda existem 
diferentes opiniões, segundo Ferreira e colaboradores (2010) as principais 
classes dos fungos verdadeiros (Eumicota) são: Citridiomicetes, Zigomicetes, 
Ascomicetes, Arciascimicetes, Basidiomicetes e Deuteromicetes (Fungi 
imperfecti). 
 Os fungos podem ser, maioritariamente, patogénicos para o Homem, 
para as plantas ou terem uma vasta aplicação na área alimentar. Neste 
contexto, a sua utilização em estudos de actividade antimicrobiana é da maior 
importância, uma vez que a disponibilidade de substâncias antifúngicas é muito 
menor que a de substâncias antibacterianas. 
Uma das áreas de interfase entre a área alimentar e a patologia 
humana, reside no facto de algumas espécies de fungos filamentosos 
produzirem metabolitos secundários com propriedades tóxicas, designados 
como micotoxinas, responsáveis por micotoxicoses (Santos et al., 1998; 
ICMSF, 2000). Por exemplo, as aflatoxinas são produzidas por três espécies de 
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Aspergillus, as fumonisinas são produzidas por três espécies de Fusarium e o 
ácido penicílico é produzido por Penicillium autogriseum. 
Os problemas com micotoxinas também surgem na alimentação animal, 
especialmente com o desenvolvimento das técnicas de aprovisionamento de 
alimentos. Sendo a alimentação animal constituída por oleaginosas, cereais e 
os seus derivados, a contaminação por fungos como Aspergillus, Fusarium e 
Penicillium, coloca questões de segurança devido à produção de micotoxinas e 
à contaminação de rações para animais (Santos et al., 1998; Doyle e Beuchat, 
2007; Montville e Matthews, 2008). 
No Homem alguns fungos são principalmente dermatófitos. Entre as 
leveduras, Candida albicans é responsável por infecções cutâneas e das 
mucosas. As infecções por Aspergillus ocorrem com bastante frequência em 
pessoas com problemas imunológicos, sendo responsáveis por infecções 
brônquicas, embora também possa afectar o sistema nervoso e o tracto 
gastrointestinal (Talaro−Talaro, 2002). 
A podridão cinzenta é uma doença fúngica de importância mundial na 
cultura de diversas plantas. A espécie Botrytis cinerea é a mais frequentemente 
associada a várias culturas, efectuadas em campo ou em estufa, ou mesmo já 
em câmaras de armazenamento. A podridão cinzenta causa prejuízos 
estéticos, qualitativos e quantitativos e pode estar associada a diferentes 
espécies do género Botrytis (Jay, 2000; Doyle e Beuchat, 2007; Montville e 
Matthews, 2008).  
 
1.2.Avaliação de actividade antimicrobiana de plantas 
medicinais e aromáticas 
 
Estima-se que há 250.000 a 500.000 espécies de plantas na Terra. Uma 
percentagem relativamente pequena (1-10%) das quais são utilizadas como 
alimentos pelos seres humanos e outras espécies animais ou são utilizadas 
para fins medicinais (Cowan, 1999). 
As plantas têm uma capacidade quase ilimitada para sintetizar 
substâncias aromáticas, a maioria dos quais são fenóis ou seus derivados. 
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Estas substâncias são na maioria metabolitos secundários, dos quais pelo 
menos 12.000 foram isolados (10% do total). Em muitos casos, essas 
substâncias servem como mecanismos de defesa das plantas contra a 
predação por microrganismos, insectos e herbívoros. Alguns, como os 
terpenóides, são responsáveis pelos odores, outros (quinonas e taninos) são 
responsáveis pela pigmentação da planta. Muitos compostos são responsáveis 
pelos aromas da planta como é o caso das ervas aromáticas e especiarias, de 
utilização culinária ou medicinal (Cowan, 1999).  
As propriedades das plantas medicinais e aromáticas e dos seus 
extractos são conhecidos desde a antiguidade, mas a caracterização destas 
propriedades começou no início do século XX (Dorman e Deans, 2000). A 
Organização Mundial de Saúde (OMS) define planta medicinal como sendo 
“todo e qualquer vegetal que possui, num ou mais órgãos, substâncias que 
podem ser utilizadas com fins terapêuticos ou que sejam precursores de 
fármacos semi-sintéticos” (Veiga et al., 2005).  
Recentemente, a aceitação da medicina tradicional como uma forma 
alternativa de cuidados de saúde e o desenvolvimento da resistência 
microbiana aos antibióticos disponíveis levou à investigação da actividade 
antimicrobiana de plantas medicinais. Durante as duas últimas décadas, foi 
feito um grande esforço para descobrir compostos químicos de origem vegetal 
com actividade antibacteriana ou antifúngica. As plantas medicinais com 
potencial antimicrobiana representam uma vasta fonte inexplorada de produtos 
farmacêuticos e é necessária mais exploração desses mesmos compostos que 
podem ser úteis para o tratamento de doenças infecciosas, tanto em plantas e 
seres humanos e simultaneamente para a prevenção de muitos efeitos que 
estão, frequentemente, associados aos antimicrobianos sintéticos (Das et al., 
2010).  
A avaliação de uma substância antimicrobiana de origem vegetal, inicia-
se com avaliação biológica completa de extractos vegetais para assegurar 
eficácia e segurança, seguida pela identificação de princípios activos, 
formulações de dosagem, eficácia e farmacocinética do perfil do novo 
medicamento. 
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1.2.1.Extractos vegetais 
 
A qualidade do extracto da planta depende do material vegetal, que tem 
de ser quantificável para estabelecer uma variação admissível desse 
componente, da escolha dos solventes e do método utilizado (Das et al., 2010). 
Frequentemente procura-se isolar os componentes do extracto de modo a 
obter um princípio activo específico. No entanto, a conjugação de diversos 
componentes pode ser necessária para garantir a eficácia do extracto em 
estudo (Das et al., 2010). 
Os extractos podem ser obtidos de várias partes da planta, como por 
exemplo, do caule, folhas, flores, rizoma, entre outras. 
Existem várias metodologias descritas para a preparação de extractos 
vegetais, visando o isolamento de seus constituintes químicos. No entanto, o 
sucesso da determinação de compostos biologicamente activos a partir de 
material vegetal está dependente do tipo de solvente utilizado no processo de 
extracção. As propriedades de um bom solvente em extracções de plantas 
incluem baixa toxicidade, facilidade de evaporação a baixa temperatura, 
promoção da rápida absorção fisiológica do extracto, a acção de conservação e 
incapacidade do extracto se dissociar. Como o produto final na extracção 
deverá conter vestígios de solvente residual, o solvente deve ser não-tóxico e 
não deve interferir com o bioensaio. A escolha também vai depender dos 
compostos-alvo a serem extraídos. A triagem inicial de plantas para possível 
actividade antimicrobiana começa tipicamente utilizando o álcool em bruto e 
pode ser seguido por vários métodos de extracção com um solvente orgânico 
(Das et al., 2010). 
A água é um solvente universal, usado para extrair da planta produtos 
com actividade antimicrobiana. No entanto, os extractos vegetais extraídos com 
solventes orgânicos permitiram dar mais consistência à actividade 
antimicrobiana em relação aos extractos aquosos. Segundo Das e 
colaboradores (2010) foram avaliados 20 solventes diferentes, tendo sido 
verificado que o clorofórmio foi o melhor solvente para a extracção de 
compostos biológicos activos não-polares. Uma vez que quase todos os 
compostos antimicrobianos de plantas identificados são compostos aromáticos 
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saturados ou compostos orgânicos, são muitas vezes obtidos através do etanol 
ou metanol na extracção inicial. No mesmo estudo foi considerado que a 
maioria dos solventes usados para investigações preliminares da actividade 
antimicrobiana de plantas é o metanol, o etanol e a água. 
Um dos métodos que se considera ser o mais adequado para a análise 
químico-farmacológica é a preparação de um extracto hidroalcoólico 
(etanol/água 50/50, v/v). Este extracto é análogo às tinturas realizadas na 
cultura popular, onde se misturam as partes activas das plantas com bebidas 
alcoólicas. Caso o extracto apresente efeitos biológicos de interesse, deve-se 
proceder a um método sistemático de estudo. Neste caso, o solvente mais 
adequado para obtenção do extracto bruto é o metanol, pois possibilita a 
extracção de um maior número de compostos. Posteriormente, este extracto 
deve ser submetido a um processo de partição líquido-líquido, com solventes 
de polaridades crescentes, como hexano, diclorometano, acetato de etilo e 
butanol, visando uma semi-purificação das substâncias através de suas 
polaridades. Outros solventes de polaridades similares também podem ser 
utilizados. No sentido de localizar os princípios activos, todos os extractos 
semi-puros devem ser testados e aquele que apresentar efeito biológico de 
interesse, deverá ser submetido aos procedimentos cromatográficos para o 
isolamento e a purificação dos compostos (Filho e Yunes, 1998). 
 
1.2.2.Óleos essenciais 
 
As especiarias e ervas aromáticas são usadas há milhares de séculos, 
por muitas culturas para melhorar o sabor e aroma dos alimentos. As primeiras 
civilizações reconheceram, também, a importância de usar especiarias e ervas 
aromáticas para conservação de alimentos e para tratamentos medicinais. 
Tendo em consideração todo o conhecimento empírico, tornou-se relevante 
avaliar os efeitos antimicrobianos e características medicinais de muitas das 
especiarias e ervas aromáticas usadas actualmente (Ceylan e Fung, 2004). 
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Os compostos antimicrobianos em especiarias e ervas aromáticas são 
encontrados, principalmente, na fracção do óleo essencial (Ceylan e Fung, 
2004).  
Os óleos essenciais (EO) são líquidos aromáticos provenientes de 
hidrocarbonetos obtidos a partir de material vegetal (como por exemplo, flores, 
brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutas e raízes). 
Julga-se que o termo óleo essencial deriva do nome inventado pelo reformador 
suíço de medicina, Paracelsus Von Hohenheim. Estima-se que são conhecidos 
3000 EO, dos quais cerca de 300 são comercialmente importantes, destinando-
se principalmente para os sabores e aromas (Silva, 2010). A produção de EO 
esteve desde sempre associado a farmácias, no entanto o seu uso não foi 
generalizado na Europa até ao século XVI (Burt, 2007). A utilização do óleo da 
árvore do chá, com poderes anti-sépticos para fins medicinais, encontra-se 
documentada desde a colonização da Austrália, no final do século XVIII 
(Carson e Riley, 1993). 
Os EO possuem componentes que são voláteis à temperatura ambiente, 
derivam, na maioria das vezes, do metabolismo secundário, onde são 
produzidos e armazenados em estruturas secretoras próprias formadas nas 
folhas, flores, ramos/caules ou raízes de diversas espécies (Burt, 2007; 
Kamatou et al., 2007). 
Os EO possuem características lipofílicas, solúveis em lípidos e álcoois, 
podendo, em alguns casos, ser facilmente oxidados por exposição à luz e em 
outros casos extremamente voláteis. Assim, o armazenamento deverá ser 
realizado em embalagens herméticas e escuras para não haver alterações na 
sua composição. Os óleos são normalmente extraídos de plantas por 
processos específicos, sendo dotados de aroma forte quase sempre agradável 
(Burt, 2007; Coelho, 2009). 
Segundo Van de Braak e Leijten (1999, citado por Burt, 2007) os EO 
podem ser obtidos por diversos meios, nomeadamente fermentação e por 
extracção. Na extracção, o método de destilação a vapor é o mais utilizado 
para a produção comercial de EO, uma vez ser também o mais antigo. A 
destilação foi usada pela primeira vez no Oriente (Egipto, Índia e Pérsia) há 
mais de 2000 anos atrás e foi melhorado no século IX pelos povos árabes. O 
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primeiro relato escrito autêntico de destilação de óleos essenciais é atribuída a 
um médico catalão Villanova (1235-1311) (Burt, 2007). 
Como referido anteriormente, a destilação a vapor é o método 
comercialmente mais utilizado para a produção de EO. No entanto, método de 
extracção por dióxido de carbono líquido sob baixas temperatura ou alta 
pressão produz um perfil mais natural e com melhores características tanto 
organolépticas como antimicrobianas, mas muito mais caro. Facto este 
confirmado pelo estudo comparativo entre a extracção de EO da erva-do-chá 
com hexano e pelo método a vapor. Verifica-se que os compostos extraídos 
com hexano apresentam maior actividade antimicrobiana do que com o método 
a vapor (Burt, 2007).  
De acordo com vários estudos químicos verifica-se que os terpenos são 
os principais compostos responsáveis pela aplicação medicinal, culinária ou 
cosmética das plantas medicinais e aromáticas (Dorman e Deans, 2000). Em 
alguns casos os terpenos das essências, que são hidrossolúveis, tem maior 
capacidade antibacteriana que outros (Silva, 2010). 
As propriedades antimicrobianas dos óleos essenciais, a forma de 
actuação e suas aplicações têm sido uma área de investimento a nível da 
investigação, resultado do regresso a técnicas tradicionais para controlo do 
desenvolvimento microbiano em animais e alimentos, especialmente em países 
industrializados (Dorman e Deans, 2000). 
Actualmente na União Europeia (UE) a maior utilização de EO é 
direccionada para a alimentação (como aromas), para perfumes (fragrâncias e 
aftershaves) e para a área farmacêutica (pelas suas propriedades funcionais) 
(Burt, 2007). Relativamente a outras utilizações dos EO, sabe-se que o seu uso 
em aromaterapia constitui pouco mais de 2% do mercado total. A actividade 
antibacteriana de óleos essenciais e os seus componentes são exploradas em 
diversos produtos como anti-sépticos (Cox et al., 2000) ou suplementos para 
alimentação animal em lactação (Burt, 2007). 
 
 
 
Avaliação da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicação 
                                                                                                              
Ana Sofia Lameira Monteiro                                                                                                                20 
1.2.3.Avaliação da actividade antimicrobiana de extractos vegetais e óleos 
essenciais  
 
1.2.3.1.Avaliação da actividade antimicrobiana de extractos vegetais 
 
 Os principais grupos de compostos antimicrobianos foram descritos num 
trabalho de revisão de Cowan (1999). As compilações dos estudos efectuados 
entre os anos 70 e 90 encontram-se na Tabela I. 
 Apesar dos estudos sobre a aplicação das plantas ou dos seus extractos 
serem tão antigos quanto o conhecimento do Homem e das suas actividades 
medicinais ou culinárias, todo o século XXI tem sido marcado pelo 
aprofundamento de estudos utilizando as plantas para ar resposta a muitos dos 
problemas e questões que se colocam à nossa sociedade actual. Neste sentido 
efectuou-se um levantamento dos estudos desenvolvidos nos últimos cinco 
anos em extractos vegetais, dando relevo ao tipo de actividade antimicrobiana 
analisada e à área de aplicação (Tabela II). 
 Nos estudos efectuados observou-se uma maior incidência sobre a 
avaliação de actividade antibacteriana e apenas um dos trabalhos 
desenvolvidos perspectivava uma aplicação alimentar. 
 
1.2.3.2.Avaliação da actividade antimicrobiana de óleos essenciais 
 
Os testes e avaliações da actividade antimicrobiana dos óleos 
essenciais podem ser dificultados pela volatilidade do óleo, sua insolubilidade 
em água e sua complexidade química. Tais dificuldades tornam os resultados 
disponíveis na literatura, difíceis de comparar. Por outro lado, os métodos 
usados são muito diversificados. Assim, concluiu-se que alguns factores devem 
ser levados em consideração, tais como: a técnica usada, o meio de cultura, 
concentração do inóculo, o óleo essencial e do soluto utilizado. Portanto, para a 
realização de testes que visam verificar a actividade antimicrobiana de óleos 
essenciais, é necessário definir e adoptar uma metodologia adequada e bem 
padronizada (Nascimento et al., 2007). 
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Tabela I - Principais grupos de compostos antimicrobianos de plantas  
 
              Retirado de Cowan (1999) 
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Tabela I (continuação) - Principais grupos de compostos antimicrobianos de plantas 
 
           Retirado de Cowan (1999) 
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Tabela I (continuação) - Principais grupos de compostos antimicrobianos de plantas 
 
       Retirado de Cowan (1999) 
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Tabela II - Estudo de avaliação da actividade antimicrobiana em extractos vegetais 
Ano/Autor Planta em estudo Actividade 
antimicrobiana Aplicações 
Fernandes et al., 2005 Plathymenia reticulata Hymenaea courbaril 
Antibacteriana e 
antifúngica Controlo microbiano 
Michelin et al., 2005 
Artemisia absinthium L. 
Mentha pulegium L. 
Punica granatum L. 
Xanthosema violaceum Schott 
Syzygium cuminii L. 
Antibacteriana e 
antifúngica  
Duraipandiyan et al., 2006 Plantas indianas Antibacteriana Antifúngica  
Gur et al., 2006 
Rhizoma Curcumae longae 
Rhizoma zingiberis 
Semen lini 
Antibacteriana Novas terapias para doenças infecciosas  
Al-Bakri et al., 2007 
Hypericum triquetrifolium 
Ballota undulata 
Ruta chalepensis 
 
Antibacteriana Medicinal 
Nogueira et al. 2007 Extracto de propólis Antibacteriana Medicina dentária 
Ushimaru et al., 2007 Caryophyllus aromaticus Antibacteriana  
Magro et al., 2008 
Achillea millefolium Brassica 
oleracea var. capitata 
Cyperus rotundus Plectranthus 
barbatus Porophyllum ruderale 
(jacq.) cass  
Sonchus oleraceus 
Antifúngica Conservação de produtos alimentares 
Rosa et al., 2008 
Achillea Millefolium 
Brassica oleracea var. capitata 
Cyperus rotundus 
Plectranthus barbatus 
Porophyllum ruderale (jacq.) Cass  
Sonchus oleraceus 
Actividade protectora 
Aplicação em 
fitocosméticos com 
propriedade 
fotoprotetora 
Costa et al., 2009 Rosmarinus officinalis Linn Syzygium cumini Linn Antifúngica 
Tratamento de 
infecções fúngicas 
Itako et al., 2009 
Achillea millefolium Artemisia 
amphorata 
Cymbopogon citratus Rosmarinus 
officinalis 
Antifúngica Agricultura 
Palmeira et al., 2009 Anadenanthera macrocarpa Antibacteriana  
Valarmathy et al., 2010 
Moringa oleifera 
Musa paradisiaca Azardiratica 
indica (Neem), Cynodon 
dactylon(Grass), Alternanthera 
sessilis (Ponnangkani), Anisochilus 
carnosus 
 Medicinal 
Omer et al., 2011 Commiphora myrrha Antibacteriana Antifúngica 
Conservação de 
produtos alimentares 
e/ou medicinal 
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 Na Tabela III verifica-se que a maioria dos estudos efectuados nos 
últimos cinco anos, incidem sobre a avaliação de actividade antibacteriana e 
apenas dois dos trabalhos desenvolvidos perspectivam uma aplicação 
alimentar. Aliás estas abordagens são muito semelhantes às verificadas para 
os extractos vegetais (Tabela II). 
 
1.2.3.2.1.Mecanismo de acção antimicrobiana  
Embora seja reconhecida a importância das propriedades 
antimicrobianas dos óleos essenciais e dos seus componentes, o mecanismo 
de acção não se encontra completamente esclarecido (Lambert et al., 2001). 
Considerando o grande número de diferentes grupos de compostos químicos 
presentes no EO, é mais provável que a sua actividade antibacteriana não seja 
atribuível a um mecanismo específico, mas a vários alvos na célula (Carson et 
al., 2002). 
De acordo com a Figura 1, na célula bacteriana os locais de acção para 
os componentes de produtos naturais são a membrana citoplasmática, onde 
pode ocorrer desagregação das proteínas membranares, destabilização da 
força motriz de protões e do fluxo de electrões, alterações do transporte activo 
e coagulação do conteúdo da célula (Burt, 2007; Silva, 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 - Locais de acção de compostos naturais na célula bacteriana. 
Retirado de Silva, 2010 
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Tabela III - Estudos de avaliação da actividade antimicrobiana em óleos 
essenciais 
Ano/Autor Planta em estudo 
Actividade 
antimicrobiana 
Aplicação 
Prabuseenivasan et al., 2006 21 Plantas diferentes  Antibacteriana Suplemento antibacteriano 
Sabulal et al,. 2006 Xanthomonas vesicatoria Antibacteriana Agricultura 
Vasinauskiene et al., 2006 Amomum cannicarpum 
Antibacteriana 
Antifúngica 
Medicinal 
Ferronatto et al,. 2007 
Baccharis dracunculifoli 
Baccharis uncinella 
Antibacteriana Medicinal 
Nogueira et al., 2007 Extracto de propólis Antibacteriana Medicina dentária 
Chanthaphon et al., 2008 Citrus spp. 
Antibacteriana 
Antifúngica 
Conservação de produtos alimentares 
Chitravadivu et al., 2009 
Plantas medicinais do sul da 
Índia 
Antibacteriana 
Antifúngica 
- 
Stieven et al., 2009 Eugenia pyriformis 
Antibacteriana 
 
Conservação de produtos alimentícios 
Mihajilov-Krstev et al., 2010 Satureja hortensis L. Antibacteriana 
 
- 
Abdoul-Latif et al., 2010 Jasminum sambac 
Antibacteriana 
Antifúngica 
- 
Kaur et al., 2010 Woodfordia fruticosa 
Antibacteriana 
 
Medicinal 
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 Uma outra característica importante, responsável pela acção 
antimicrobiana que os óleos essenciais apresentam, é a composição em 
componentes hidrofóbicos que permitem a separação dos lipídos da membrana 
celular, desintegrando as estruturas e tornando-as mais permeáveis (Silva, 
2010).  
Após alguns estudos verificou-se que nem todos estes mecanismos são 
alvos separados, alguns são afectados como consequência da falência de 
outro mecanismo (Burt, 2007). 
A estrutura química dos componentes individuais dos EO afecta o modo 
de acção da actividade antibacteriana. Sabe-se que a presença do grupo 
hidroxilo é importante, no entanto a sua posição no anel não influencia 
significativamente o grau de actividade antimicrobiana (Burt, 2007). 
Dois possíveis mecanismos têm sido sugeridos pelo qual os 
hidrocarbonetos cíclicos podem actuar sobre as bactérias. Os hidrocarbonetos 
lipofílicos podem acumular-se na bicamada lipídica e distorcer a interacção 
proteína-lipídos ou, em alternativa, haver uma interacção directa dos 
compostos lipofílicos com partes hidrofóbicas da proteína (Burt, 2007). 
O carvacrol e timol são substâncias com estruturas semelhantes e que 
parecem tornar a membrana permeável. Ambos os compostos desintegram a 
membrana externa de bactérias Gram negativas libertando os 
lipopolissacarídeos e aumentando a permeabilidade da membrana 
citoplasmática ao ATP (Silva, 2010). 
Nem todas as bactérias demonstram a mesma sensibilidade 
antimicrobiana aos compostos naturais. As bactérias Gram negativas são 
menos susceptíveis à acção de substâncias antibacterianas, uma vez que 
possuem uma membrana externa na parede celular, que limita a difusão de 
compostos hidrofóbicos através dos lipopolissacarídeos. No entanto, um estudo 
testou 50 EO comercialmente disponíveis e demonstrou não houver diferenças 
significativas de susceptibilidade, após 24 horas, entre microrganismos Gram 
positivos e Gram negativos, além de que o efeito inibitório foi muito mais 
intenso às 48 horas com bactérias Gram negativas do que com bactérias Gram 
positivas (Burt, 2007). 
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Outro factor que pode afectar a capacidade antimicrobiana é o facto de o 
óleo ser recentemente destilado ou não. As avaliações de óleos recentemente 
destilados demonstraram que as bactérias Gram positivas são mais 
susceptíveis (Burt, 2007). 
 
1.3.Avaliação da actividade antimicrobiana em compostos de 
síntese 
 
Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscópicas, os 
químicos orgânicos têm conseguido elucidar rapidamente estruturas 
moleculares complexas de constituintes naturais, até há pouco tempo difíceis 
de serem identificados. A cada momento são relatadas na literatura novas 
moléculas, algumas de relevante acção farmacológica, como por exemplo o 
taxol, a forscolina, a artemisinina, entre outros (Filho e Yunes, 1998). Deste 
modo, com o desenvolvimento da química orgânica e da tecnologia industrial 
possibilitou a análise, isolamento, aperfeiçoamento e síntese dos princípios 
activos das plantas (Júnior e Vizotto, 1996). 
No actual enquadramento teórico foi dado relevo ao trabalho realizado 
pelo grupo de Rauter e colaboradores do Centro de Química e Bioquímica 
(CQB) da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa (FCUL). 
A síntese de compostos bioactivos derivados de açúcares tem 
constituído um dos principais objectivos de Rauter e colaboradores do Centro 
de Química e Bioquímica (CQB) da FCUL: desenvolvimento da síntese de 
pseudo-C-nucleósidos, como por exemplo a do análogo à choudomicina, um 
antibiótico com actividade antitumoral; síntese de vários compostos com 
possível interesse em agroquímica, nomeadamente novos agentes antifúngicos 
ou insecticidas derivados da D-glucose; desenvolvimento da síntese  dos 
precursores glucídicos dos antibióticos amipurimicina e mi-haramicina, 
produtos naturais que são potentes inibidores de fungos patogénicos das 
culturas do arroz, estando em curso a investigação da sua síntese total.    
Ainda dentro da linha de investigação, a introdução regio- e 
estereosselectiva de cadeias ramificadas em derivados da D-glucose 
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conduziram à síntese de açúcares análogos aos constituintes dos referidos 
antibióticos. Assim, foram concebidas e sintetizadas novas moléculas com 
interesse medicinal inibidoras de espécies de Bacillus, de Listeria 
monocytogenes e de Enterococcus faecalis, bem como novos compostos  
derivados de açúcares, apresentando uma actividade anticolinesterásica 
significativa, com potencial interesse para o tratamento de doenças 
neurodegenerativas. Foram também implementadas novas metodologias de 
síntese de derivados desoxigenados, algumas delas conduzindo à formação de 
ligações C-O, C-S e C-N na posição anomérica de 2-desoxiderivados. A 
investigação de zeólitos ácidos como catalisadores de várias reacções no 
domínio dos glúcidos permitiu obter resultados inovadores, que se traduziram 
na síntese de novas biomoléculas e no desenvolvimento de novos métodos de 
síntese (Rauter et al., 2004; Rauter et al., 2005; Silva et al., 2008). 
A pesquisa de produtos naturais com possível interesse medicinal, 
através do seu isolamento a partir dos recursos naturais, e da sua 
caracterização espectroscópica, contribuiu para a elucidação estrutural de 
compostos de origem vegetal, nomeadamente de flavonóides com actividade 
antimicrobiana, de lactonas sesquiterpénicas com actividade citotóxica, de 
triterpenos e alcalóides (Edwards et al., 2006; Rauter et al., 2007). 
 
1.4.Enquadramento e objectivos 
 
A actividade antimicrobiana é uma área que procura respostas à 
crescente preocupação em investigar novos compostos de origem natural para 
substituição de compostos já existentes. 
Neste contexto o principal objectivo do estudo apresentado foi realçar a 
importância da avaliação da actividade antimicrobiana através de três 
exemplos de aplicação: 
• Estudo de extractos de éter dietílico, de acetato de etilo e de 
butanol de Genista tenera; 
• Estudo de óleos essenciais de Eucalyptus spp. (Eucalipto) e 
Thymus citriodorus (tomilho-limão); 
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• Estudo de compostos de síntese derivados de lactonas 
carboximetilglicosiladas. 
O estudo de extractos de éter dietílico, de acetato de etilo e de butanol 
de Genista tenera, surge no contexto do projecto “New anti diabetic agents 
from Genista tenera - Isolation, structure characterization, synthesis and 
mechanisms of action”. Genista tenera é uma planta endémica da Ilha da 
Madeira, conhecida pela utilização medicinal devido à sua actividade 
antidiabética. Três extractos diferentes de flavonóides (extractos de éter 
dietílico, de acetato de etilo e de butanol), bem como um extracto aquoso, 
foram preparados e mantidos a 4ºC. Paralelamente ao estudo referido, 
pretendeu-se estudar a actividade antimicrobiana dos extractos obtidos de 
Genista tenera), perspectivando-se complementar algumas propriedades 
medicinais já conhecidas. 
Para completar e comparar a actividade antimicrobiana de plantas foram 
utilizados óleos essenciais de Eucalyptus spp. (Eucalipto) e Thymus citriodorus 
(tomilho-limão), para avaliar a sua potencialidade antimicrobiana, 
perspectivando-se uma possível utilização na área alimentar. 
Neste trabalho foram, também, estudados compostos de síntese 
derivados de lactonas carboximetilglicosiladas, descritos por Xavier e 
colaboradores (2011). 
 
2.METODOLOGIA 
 
2.1.Características das amostras 
 
2.1.1.Material Vegetal 
 
Genista tenera é uma planta endémica da ilha da Madeira e é utilizada 
na medicina popular para controlar diabetes. Um espécime tipo (MADJ 2508) 
encontra-se depositado no Herbário do Jardim Botânico da Madeira, Funchal. 
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2.1.1.1.Preparação de extractos de Genista tenera 
 
Foram preparados três extractos diferentes da planta Genista tenera 
ricos em flavonóides (extractos de éter dietílico, de acetato de etilo e de 
butanol) bem como um extracto aquoso. Todos os extractos foram evaporados 
à secura e mantidos a 4ºC (Rauter et al., 2005; Edwards et al., 2006; Rauter et 
al., 2009)  
 
2.1.1.2.Preparação de óleos essenciais de Eucalyptus spp. e de Thymus 
citriodorus 
 
Os óleos essenciais em estudo foram obtidos através de destilação por 
arrastamento de vapor em aparelho Clevenger a partir de folhas frescas de 
Eucalyptus spp. (Eucalipto) e Thymus citriodorus (tomilho-limão), e, 
posteriormente, mantidos a 4ºC.  
 
2.1.2.Compostos derivados de lactonas carboximetilglicosiladas 
 
Os compostos de síntese designados NX2, NX13, NX14, NX15 e NX18 
(Figura 2) em estudo, foram sintetizados de acordo com Xavier e colaboradores 
(2011) e conservados a 4ºC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 - Compostos de síntese derivados de lactonas carboximetilglicosiladas usados 
no estudo. Adaptado de Xavier et al. (2011) 
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2.2.Avaliação de actividade antimicrobiana de extractos de 
Genista tenera, de óleos essenciais de Eucalyptus spp. e de 
Thymus citriodorus e de compostos de síntese 
 
2.2.1.Microrganismos Padrão 
 
2.2.1.1.Bactérias 
  
No estudo foram utilizadas estirpes ATCC: quatro bactérias Gram 
positivas (Enterococcus faecalis ATCC 7080, Staphylococcus aureus ATCC 
6538, Bacillus subtilis ATCC 6633 e B. cereus ATCC 11778) e três bactérias 
Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes 
ATCC19115, Salmonella enteritidis ATCC 13076). 
 
2.2.1.2.Fungos 
 
No estudo foram utilizadas estirpes ATCC: uma espécie de fungo 
unicelular (Candida albicans ATCC 10231) e seis espécies de fungos 
filamentosos (Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Aspergillus niger ATCC 
605963, Penicillium aurantiogriseum ATCC16404, Fusarium culmorum ATCC 
12973, Fusarium solani ATCC 36031. Botytis cinerea pertence à colecção do 
Laboratório de Microbiologia da Escola Superior Agrária de Santarém. 
 
2.2.1.3.Padronização das culturas bacterianas 
 
A suspensão bacteriana foi padronizada preparando uma cultura de 24 
horas a partir de cada estirpe padrão em meio NB (Nutrient broth, Biokar), com 
excepção Listeria monocytogenes em que o meio utilizados foi TSB (Tryptone 
Soy Broth, Biokar). A partir das culturas de 24 horas foram lançadas novas 
culturas até atingirem crescimento exponencial (18 horas).  
 
2.2.1.4.Padronização das culturas fúngicas 
 
  A suspensão de Candida albicans foi padronizada preparando uma 
cultura de 24 horas a partir da estirpe padrão em meio GYEP (glucose, 20 g; 
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peptona, 10 g; extracto de levedura, 5 g). A partir das culturas de 24 horas foi 
lançada nova cultura até atingir crescimento estacionário (18 horas).  
 A suspensão de esporos dos fungos filamentosos foi padronizada 
preparando uma cultura de 48 horas a 72 horas a partir da estirpe padrão em 
meio PDA (Potato Dextrose Agar, Biokar). A partir destas culturas de 24 horas 
foram lançadas novas culturas até atingirem bom desenvolvimento e 
esporulação (48 horas). 
 
2.2.1.5.Preparação de soluções das substâncias de referência para o 
controlo positivo  
 
Como controlos positivos foram usados cloranfenicol para as bactérias e 
anfotericina B para os fungos. 
A solução de cloranfenicol (Oxoid) foi preparada em etanol, ficando a uma 
concentração de 16,7 mg/mL. A solução de anfotericina B (Sigma) foi 
preparada em DMSO, ficando a uma concentração de 250 µg/mL. 
 
2.2.2.Método de avaliação da actividade antimicrobiana 
 
As actividades antibacteriana e antifúngica foram avaliadas utilizando o 
método de difusão em ágar, de acordo com a adaptação do procedimento do 
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute/National Committee for Clinical 
Laboratory Standards) por Silva e colaboradores (2008). 
Em placas de Petri esterilizadas, adicionaram-se 20,0 mL de meio NA 
(Nutrient agar at 2 %, Biokar), obtendo-se assim a camada-base. Após a 
solidificação, utilizaram-se as culturas de bactérias em fase estacionária em 
meio NB (Nutrient broth, Biokar), sendo as sementeiras em superfície 
realizadas com zaragatoa em direcções opostas, de forma a garantir um tapete 
de células uniforme.  
No caso dos fungos, em placas de Petri esterilizadas, adicionaram-se 
20,0 mL de meio PDA, obtendo-se assim a camada-base. Para a levedura, a 
sementeira em superfície do meio PDA foi efectuada com zaragatoa em 
direcções opostas, a partir de uma cultura em fase estacionária em meio 
GYEP, de forma a garantir um tapete de células uniforme. Para os fungos 
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filamentosos, a sementeira em superfície do meio PDA foi efectuada com 
zaragatoa em direcções opostas, a partir de suspensão do micélio e esporos 
em água estéril, preparada de uma cultura bem desenvolvida e esporulada, de 
forma a garantir um tapete micelar uniforme. 
As substâncias em estudo foram absorvidas em discos de papel estéreis 
de 6 mm de diâmetro (Becton, Dickinson and Company), colocados em 
duplicado no meio de cultura sólido já semeado com o microrganismo em 
estudo.  
Para o estudo da actividade antimicrobiana dos extractos aquoso, de 
éter dietílico, de acetato de etilo e de butanol da planta Genista tenera, foram 
usados 15 µL por disco de soluções com concentração de 20 mg/mL, 
correspondendo 300 µg de extracto.  
Para o estudo da actividade antimicrobiana dos óleos essenciais de 
Eucalyptus spp. e de Thymus citriodorus, foram usados 15 µL por disco, 
directamente de cada um dos óleos em estudo.  
No estudo da actividade antimicrobiana dos compostos de síntese, 
foram usados 15 µL por disco de soluções com concentração de 20mg/mL 
diluídas em DMSO, correspondendo 300 µg de composto de síntese em 
estudo. 
Como controlos positivos foram usados 300 µg de cloranfenicol 
(Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella 
enteritidis, Staphylococcus aureus, B. subtilis, B. cereus) e 300 pg de 
anfoterecina B (Aspergillus niger, Botytis cinerea, Candida albicans, Penicillium 
aurantiogriseum, Fusarium culmorum, Fusarium solani), preparados de acordo 
com o ponto 2.2.1.5.. Como controlos negativos foram usados o etanol e o 
DMSO.  
As bactérias foram incubadas a 37 ºC, 24 horas, e fungos a 25 ºC, 24h a 
48h. Após a incubação, as placas de Petri apresentaram um tapete uniforme de 
biomassa microbiana e, quando aplicável, o diâmetro mais próximo dos halos 
de inibição de crescimento foi medido em milímetros. Considerando a 
variabilidade do método, os resultados foram apresentados pelo diâmetro 
médio da zona de inibição, determinado em duas repetições. A representação 
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pelos símbolos -, +, corresponde a uma gama de diâmetros, equivalentes ao 
aumento da sensibilidade do microrganismo à substância testada (+++++, ≥26 
mm; ++++, 22 mm≤∅<26 mm; +++, 18 mm≤∅<22 mm; ++, 14 mm≤∅<18 mm; 
+, 12 mm≤∅<14 mm; -,∅<12mm). Miyazawa e colaboradores (2000) relataram 
de forma semelhante os resultados do método de difusão em ágar, com 
utilização de discos. 
 
2.3.Determinação da concentração mínima inibitória (MIC) de 
compostos de síntese 
A concentração mínima inibitória foi avaliada pelo método de 
macrodiluição e microdiluição, com base nos procedimentos descritos por 
EUROCAST (2003). 
  
2.3.1.Padronização do inóculo para determinação da MIC por 
macrodiluição usando o antibiótico cloranfenicol e Escherichia coli  
 
O crescimento de Escherichia coli ATCC 25922 em meio NB, foi 
estudado acompanhando uma cultura preparada a partir de uma cultura em 
fase estacionária de Escherichia coli (18 horas). A incubação foi efectuada a 
37ºC com agitação (150 rpm), durante 190 minutos, até atingir 0,5 de 
Absorvância a 625 nm. 
Para a determinação da MIC o inóculo foi preparado, a partir de uma 
cultura em fase estacionária de Escherichia coli (18 horas) em meio NB e 
incubação a 37ºC com agitação (150 rpm). A suspensão de células foi 
preparada a 5x105 células/mL em meio NB, utilizando a correspondência de 
uma unidade de densidade óptica a 8x108 células/mL de Escherichia coli. Para 
confirmação da concentração de células foi efectuada uma subcultura em meio 
NA, incubada a 37ºC, 18 a 20 horas, podendo oscilar entre 3 a 7x105 
células/mL (EUROCAST, 2003).  
Para a determinação da concentração mínima inibitória foram testadas 
as seguintes concentrações do antibiótico cloranfenicol:  
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• 3000 µg, 300 µg, 30 µg e 3 µg por mL da suspensão de células, 
num total de 4,5 mL por tubo de ensaio;  
• 300 µg, 30 µg, 15 µg, 10 µg, 5 µg, 4 µg, 3 µg, 2 µg e 1 µg por mL 
da suspensão de células, num total de 4,5 mL por tubo de ensaio. 
Foi usado um tubo só com meio de cultura NB e um tubo só com a 
suspensão de células correspondendo, respectivamente, ao controlo negativo e 
positivo. A incubação foi realizada a 37ºC, 18 a 20 horas. A determinação da 
MIC foi efectuada através da observação e selecção do último tubo sem 
turvação do meio de cultura.  
A possível influência da fase de crescimento da cultura nas células da 
suspensão usadas para a determinação da MIC, foi testada pelo método de 
microdiluição, usando 300 µg, 30 µg, 15µg, 10 µg, 5 µg, 4 µg, 3 µg, 2 µg e 1 µg 
de cloranfenicol por mL de suspensão de células de Escherichia coli ATCC 
25922, preparadas a partir de uma cultura em fase estacionária ou de uma 
cultura em fase exponencial com uma Absorvância, a 630nm, de 0,5. O meio 
de cultura NB e a suspensão de células de Escherichia coli ATCC 25922 de 
cada preparação foram usados, respectivamente, como controlo negativo e 
positivo. Os resultados apresentados são as médias ponderadas das três 
réplicas efectuadas para cada situação em estudo. 
 
2.3.2.Determinação da MIC por microdiluição dos compostos derivados 
de lactonas carboximetilglicosiladas 
 
2.3.2.1.Ensaio com o antibiótico cloranfenicol 
 
Para a preparação do inóculo utilizou-se sempre culturas em fase 
estacionária de Bacillus cereus e Enterococcus faecalis em meio NB. A 
suspensão de células foi preparada a 5x105 células/mL, podendo oscilar entre 
3 a 7x105 células/mL. Para confirmação da concentração de células foi 
efectuada uma subcultura em meio NA, incubada a 37ºC, 18 a 20 horas. 
Para a determinação da concentração mínima foi efectuado um ensaio 
com as seguintes concentrações do antibiótico cloranfenicol: 300 μg, 150 μg, 75 
μg, 37,5 μg, 18,8 μg, 9,4 μg, 4,7 μg, 2,3 μg, 1,2 μg, 0,6 μg, 0,3 μg e 0,15 μg por 
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mL da suspensão de células, num volume final de 150 μL. Cada ensaio foi 
efectuado em duplicado com três repetições. Os resultados apresentados 
resultam da média ponderada dos dados obtidos. 
Na microplaca o controlo negativo foi o meio NB, colocado na primeira 
linha de poços (1A-H), e o controlo positivo foi a suspensão de células (Bacillus 
cereus; Enterococcus faecalis) colocado nos primeiros poços (11A-H ou 12A-
H). A incubação foi realizada a 37ºC, 18 a 20 horas. 
Após incubação, o crescimento de células foi avaliado pela leitura da 
Absorvância a 630 nm em espectrofotómetro para microplacas. 
 
2.3.2.2.Compostos NX2, NX13, NX15 e NX18 derivados de lactonas 
carboximetilglicosiladas 
 
As actividades antibacteriana e antifúngica dos compostos NX2, NX13 e 
NX15 foram testados para Enterococcus faecalis, utilizando o método de 
difusão em ágar, no trabalho desenvolvido por Xavier e colaboradores (2011). 
Para a preparação do inóculo utilizou-se sempre culturas em fase 
estacionária de Bacillus cereus e Enterococcus faecalis em meio NB. A 
suspensão de células foi preparada a 5x105 células/mL, podendo oscilar entre 
3 a 7x105 células/mL. Para confirmação da concentração de células foi 
efectuada uma subcultura em meio NA, incubada a 37ºC, 18 a 20 horas. 
Para a determinação da concentração mínima foram seleccionadas as 
seguintes concentrações dos compostos em NX2, NX13, NX15 e NX18: 300 
µg, 150 µg, 75 µg, 37,5 µg, 18,8 µg, 9,4 µg, 4,7 µg, 2,3 µg e 1,2 µg por mL da 
suspensão de células, num volume final de 150 µL. Os compostos NX2, NX13 
e NX15 foram testados para Enterococcus faecalis e os compostos NX 2 e NX 
18 foram testados para Bacillus cereus. O ensaio foi efectuado em duplicado. 
Os resultados apresentados resultam da média ponderada dos dados obtidos. 
Na microplaca o controlo negativo foi o meio NB, colocado meio de cultura nos 
primeiros poços, e nos últimos poços foi colocado suspensão de células (E. 
faecalis e B. cereus) como controlo positivo. A incubação foi realizada a 37ºC, 
entre 18 a 20 horas. Após incubação, o crescimento de células foi avaliado pela 
leitura da Absorvância a 630 nm em espectrofotómetro para microplacas. 
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3.RESULTADOS E DISCUSSÃO  
3.1.Avaliação de actividade antimicrobiana de extractos de 
Genista tenera, de óleos essenciais de Eucalyptus spp. e de 
Thymus citriodorus e de compostos de síntese  
 
3.1.1.Avaliação de actividade antimicrobiana de extractos de Genista 
tenera  
 
No estudo efectuado a actividade antimicrobiana de um extracto aquoso 
e três extractos ricos em flavonóides (extractos de éter dietílico, de acetato de 
etilo e de butanol) da planta Genista tenera (Rauter et al., 2005; Edwards et al., 
2006; Rauter et al., 2009) foram avaliados contra bactérias e fungos 
seleccionados, pelo método de difusão em ágar descrito no ponto 2.2.2. deste 
estudo. 
Os flavonóides são substâncias fenólicas hidroxilados, mas ocorrem 
como uma unidade C6-C3 ligados a um anel aromático. Como eles são 
conhecidos por serem sintetizados pelas plantas, em resposta a infecções 
microbianas, sendo de esperar que sejam encontrados in vitro reacções 
antimicrobianas. A sua actividade é, provavelmente, devida à sua capacidade 
de se complexarem com proteínas extracelulares ou com paredes celulares de 
bactérias, sabendo-se ainda que flavonóides lipofílicos podem também romper 
membranas microbianas (Tsuchiya et al., 1996, citado por Cowan, 1999)  
Os resultados obtidos para os diferentes extractos de Genista tenera 
encontram-se apresentados nas Tabelas IV e V.  
Os halos de inibição observados nas bactérias foram limitados a Listeria 
monocytogenes (ATCC 19115) em presença dos extractos de éter dietílico e 
acetato de etilo, enquanto a actividade antifúngica revelou-se apenas no éter 
dietílico em relação a Fusarium culmorum (ATCC 12973) (Figura 3). 
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Figura 3 - Halos de inibição fúngica para o extracto de éter dietílico de Genista tenera 
 
 
3.1.2.Avaliação de actividade antimicrobiana de óleos essenciais de 
Eucalyptus spp. e de Thymus citriodorus  
 
A utilização de substâncias naturais, de origem vegetal, podem tornar os 
alimentos mais atractivos para o consumidor, por não apresentarem efeitos 
tóxicos, mesmo quando empregadas em concentrações relativamente 
elevadas. Além dos benefícios proporcionados à saúde, diversos estudos têm 
demonstrado o efeito inibidor de condimentos no desenvolvimento de 
microrganismos de deterioração e patogénicos transmitidos através de 
alimentos. Existindo também a perspectiva de substituir os aditivos sintéticos 
por conservantes naturais presentes nos condimentos (Pereira et al., 2006). 
No estudo efectuado a actividade antimicrobiana obtidos para os óleos 
essenciais encontram-se apresentados nas Tabelas VI e VII.  
Dos óleos essenciais de Eucalyptus spp. e de Thymus citriodorus em 
estudo, verificou-se a presença de actividade antimicrobiana apenas para o 
óleo de eucalipto. O óleo de eucalipto mostrou actividade antibacteriana para 
      Fusarium culmorum 
C. positivo C. negativo 
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Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A actividade 
antifúngica foi conseguida contra Botytris cinerea e Fusarium culmorum. 
Chalfoun e colaboradores (2004, citado por Pereira et al., 2006) 
avaliaram o efeito in vitro de óleos essenciais de alho, canela, cravo e tomilho 
testados em concentrações de 500, 1000, 1500 e 2000 mg/mL, e do óleo de 
cravo nas concentrações de 200, 400, 600 e 800 mg/mL, sobre o 
desenvolvimento micelial dos fungos Rhizopus spp., Penicillium spp., Eurotium 
repens e Aspergillus níger, e constataram uma inibição total do óleo de canela 
sobre os fungos testados, os óleos de tomilho e alho tiveram o mesmo efeito 
nas concentrações mais altas, e o óleo de cravo inibiu o desenvolvimento dos 
fungos a partir da concentração de 600 mg/mL, excepto para Penicillium spp. 
cujo efeito inibitório só foi verificado na concentração de 800 mg/mL. Segundo 
Carvalho e colaboradores (2005) os extractos de caules e folhas de Thymus 
citriodorus apresentam uma reduzida actividade antimicrobiana, com excepção 
para Salmonella enteritidis. 
O género Eucalyptus tem sido considerado útil em diversas áreas e 
apresenta propriedades antibacterianas e antifúngicas. Na área da saúde, a 
principal actividade do óleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus Labil) é 
no aparelho respiratório, o qual tem demonstrado, tanto por via oral como 
inalatória, actividade expectorante, fluidificante e antisséptica da secreção 
brônquica (Franco et al., 2005). 
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3.1.3.Avaliação de actividade antimicrobiana de compostos derivados de 
lactonas carboximetilglicosiladas 
 
No estudo efectuado a actividade antimicrobiana os compostos de 
síntese designados NX2, NX13, NX14, NX15 e NX18 (Xavier et al., 2011), 
foram avaliados contra bactérias e fungos seleccionados, pelo método de 
difusão em ágar descrito no ponto 2.2.2.. Os resultados obtidos encontram-se 
apresentados nas Tabelas VIII a XI. Os halos de inibição observados, nas 
bactérias e fungos em estudo, comparativamente aos controlos, encontram-se 
nas Figuras 4 e 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               
 
 
 
 
 
 
Figura 4 - Halos de inibição bacteriana para os compostos em estudo. 
 
B. subtilis 
B. cereus 
C. positivo C. positivo 
C.negativo C.negativo 
Composto 2 
B. cereus B. subtilis 
C. negativo C. negativo 
C. positivo C. positivo 
Composto 13 Composto 14 
B. subtilis B. cereus 
C. positivo C. positivo 
C. negativo C. negativo 
C. negativo C. negativo 
C. positivo C. positivo 
B. cereus B. subtilis 
Composto 15 
C. negativo C. negativo 
C. positivo C. positivo 
B. subtilis B. cereus 
Composto 18 
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Figura 5 – Exemplos de halos de inibição fúngica para os compostos em estudo. 
 
 
A partir dos dados de actividade antimicrobiana observados é possível 
verificar a actividade antibacteriana dos compostos NX2 e NX18 frente às 
espécies de Bacillus estudadas. Quanto à actividade antifúngica o composto 
NX2 demonstrou características inibitórias contra Fusarium solani (ATCC 
36031) e Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404), enquanto o composto NX18 
apenas revelou características inibitórias frente a Fusarium culmorum (ATCC 
12973).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Composto 18 
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A. 
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3.2.Determinação da concentração mínima inibitória (MIC) de 
compostos de síntese 
 
3.2.1.Padronização das condições para determinação da MIC por 
macrodiluição e microdiluição usando o antibiótico cloranfenicol e 
Escherichia coli ATCC 25922 
 
A concentração mínima inibitória foi avaliada pelo método de 
macrodiluição e microdiluição, com base nos procedimentos descritos por 
EUROCAST (2003). 
Para conhecer as condições de crescimento de Escherichia coli ATCC 
25922 em meio NB foram acompanhadas três culturas, preparadas a partir de 
uma cultura em fase estacionária de Escherichia coli (18 horas), incubada a 
37ºC com agitação (150 rpm), durante 190 minutos. A cultura de Escherichia 
coli foi incubada até atingir 0.5 de absorvância a 625 nm, correspondente à 
fase final do crescimento exponencial (Figura 6). As três culturas apresentaram 
comportamentos semelhantes, sendo o crescimento de Escherichia coli em 
meio NB caracterizado por apresentar um tempo de geração de 40 minutos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 - Cultura de Escherichia coli em fase exponencial. 
 
 No estudo efectuou-se a padronização do inóculo para determinação da 
MIC por macrodiluição, usando o antibiótico cloranfenicol e Escherichia coli 
ATCC 25922. O inóculo foi preparado, a partir de uma cultura de trabalho em 
Avaliação da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicação 
                                                                                                              
Ana Sofia Lameira Monteiro                                                                                                                50 
fase estacionária de Escherichia coli (18 horas), em meio NB e incubação a 
37ºC com agitação (150 rpm). A suspensão de células foi preparada a 5x105 
células/mL em meio NB, usando como referencial a correspondência de uma 
unidade de densidade óptica a 8x108 células/mL de Escherichia coli. Para 
confirmação da concentração de células foi efectuada uma subcultura em meio 
NA, incubada a 37ºC, 18 a 20 horas. Os resultados obtidos estão de acordo 
com as indicações da EUROCAST (2003), apresentando valores entre 3 a 
7x105 unidades formadoras de colónias por mililitro. 
Para a determinação da concentração mínima inibitória foram testadas 
as seguintes concentrações do antibiótico cloranfenicol:  
• 3000 µg, 300 µg, 30 µg e 3 µg por mL da suspensão de células, 
num total de 4,5 mL por  tubo de ensaio;  
• 300 µg, 30 µg, 15 µg, 10 µg, 5 µg, 4 µg, 3 µg, 2 µg e 1 µg por mL 
da suspensão de células, num total de 4,5 mL por tubo de ensaio. 
Foi usado um tubo só com meio de cultura NB e um tubo só com a 
suspensão de células correspondendo, respectivamente, ao controlo negativo e 
positivo. A incubação foi realizada a 37ºC, 18 a 20 horas. A determinação da 
MIC foi efectuada através observação e selecção do último tubo sem turvação 
do meio de cultura.  
Após incubação dos tubos contendo a suspensão de células e as 
diferentes concentrações do antibiótico, 3000 μg, 300 μg, 30 μg e 3 μg, a 
observação dos tubos de ensaio para determinação do valor da concentração 
mínima inibitória de cloranfenicol para Escherichia coli, confirmou ser 
insuficiente a gama de concentrações testadas. Assim, foi realizado novo 
ensaio em duplicado com outras concentrações de cloranfenicol, 300 μg, 30 μg, 
15 μg, 10 μg, 5 μg, 4 μg, 3 μg, 2 μg e 1 μg.  
Através dos resultados de observação da turvação dos tubos de ensaio 
(Tabela X), em relação ao controlo negativo e ao controlo positivo, verificou-se 
que a concentração mínima inibitória é de 4 µg/mL. O resultado obtido 
corresponde ao indicado nos testes de monitorização da qualidade da 
EUROAST (2003) para Escherichia coli ATCC25922. 
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Tabela X - Determinação da MIC de cloranfenicol contra Escherichia coli ATCC25922 por 
macrodiluição 
Controlo 
Negativo 
Suspensão de Escherichia coli ATCC25922 /[Cloranfenicol] (μg/mL) 
Controlo 
Positivo 
Meio NB 300 μg 30 μg 15 μg 10 μg 5 μg 4 μg 3 μg 2 μg 1 μg 
Suspensão de 
E. coli 
- - - - - - - + ++ +++ +++ 
- - - - - - - + ++ +++ +++ 
              -  ausência de turvação; + turvação ligeira; ++ turvação média; +++ turvação intensa. 
  
Sendo um dos objectivos a determinação da concentração mínima 
inibitória pelo método da microdiluição e perspectivando a utilização de 
microplacas de 96 poços, retiraram-se 200 µL suspensão bacteriana a partir 
dos tubos de ensaio usados na anterior determinação pelo método da 
macrodiluição. Tendo o ensaio sido realizado em duplicado, de cada tubo 
foram preenchidos quatro poços, dando um total de oito poços para cada 
concentração de cloranfenicol testada contra Escherichia coli ATCC 25922. A 
concentração mínima inibitória foi avaliada pela leitura de Absorvância a 630nm 
em espectrofotómetro para microplacas (Figura 7). 
 
 
Figura 7 - Determinação da concentração mínima inibitória de cloranfenicol contra 
Escherichia coli ATCC 25922 pelo método de macrodiluição: os valores de absorvância a 
630 nm são a média ponderada dos oito poços por concentração de cloranfenicol. 
 
 
 
Controlos [Cloranfenicol] 
(μg/mL) 
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(630 nm) 
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 4 0,001 
              3 0,002 
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A substituição da observação da turvação em tubo de ensaio pela leitura 
em espectrofotómetro, tornou a determinação da concentração mínima 
inibitória de cloranfenicol contra Escherichia coli ATCC 25922 mais sensível, 
uma vez que a MIC obtido foi de 3 μg/mL, em vez de 4 μg/mL. 
Para além da padronização da preparação do inóculo, pareceu 
importante esclarecer se o estado de viabilidade das células microbianas, 
afectava os resultados da determinação da MIC. Neste contexto, realizou-se a 
determinação da concentração mínima inibitória de cloranfenicol contra 
Escherichia coli ATCC 25922, usando uma suspensão de células preparadas 
por diluição de uma cultura em fase estacionária (18 horas) e de uma cultura 
na fase exponencial. 
 A Tabela XI apresenta os valores médios ponderados de Absorvância a 
630nm, obtidos para cada uma das suspensões de células usadas. A 
preparação do inóculo a partir de uma cultura em fase estacionária, não alterou 
a sensibilidade das células de Escherichia coli em relação ao cloranfenicol, 
comparativamente ao inóculo preparado a partir de uma cultura em fase 
exponencial. 
 
 
Tabela XI – Verificação da influência da fase de crescimento da cultura na determinação 
da MIC de cloranfenicol contra Escherichia coli ATCC25922 por microdiluição 
 
Fase da Cultura de Escherichia coli  
ATCC 25922/Absorvância a 630nm 
[Cloranfenicol] 
(µg/mL) 
Exponencial Estacionária 
30µg 0,002 0,001 
15µg 0,002 0,001 
7,5µg 0,002 0,003 
5µg 0,003 0,004 
4µg 0,004 0,003 
3µg 0,006 0,005 
2µg 0,057 0,097 
1µg 0,248 0,371 
Controlo Positivo 0,631 0,648 
Controlo Negativo 0,071 0,069 
                         
Controlo Negativo: meio NB; Controlo Positivo: suspensão de Escherichia coli ATCC 25922, 
preparada a partir de cada cultura.  
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3.2.2.Determinação da MIC por microdiluição dos compostos derivados 
de lactonas carboximetilglicosiladas 
 
A actividade antimicrobiana dos compostos derivados de lactonas 
carboximetilglicosiladas designados NX2, NX13, NX14, NX15 e NX18 foram 
avaliados contra bactérias no estudo efectuado por Xavier e colaboradores 
(2011) e neste estudo (ponto 3.1.). De acordo com os resultados obtidos os 
compostos NX2, NX13 e NX15 foram testados para Enterococcus faecalis e os 
compostos NX 2 e NX 18 foram testados para Bacillus cereus. Atendendo à 
quantidade muito limitada dos compostos analisados, nestes testes não foi 
usado Bacillus subtilis, optando por Bacillus cereus por ser uma bactéria 
responsável por toxinfecções alimentares. A utilização do método da 
microdiluição, facilita o trabalho especialmente quando se trabalha com 
compostos de síntese, uma vez que as quantidades disponíveis são sempre 
reduzidas.  
Numa primeira fase foi efectuado um ensaio de optimização de 
condições (em duplicado), utilizando o método de microdiluição para a 
determinação da concentração mínima inibitória de cloranfenicol contra 
Enterococcus faecalis e Bacillus cereus (Tabela XII). Através da análise dos 
valores da Tabela XII, verificou-se que a MIC de cloranfenicol frente a Bacillus 
cereus é de 1,2 µg/mL e frente a Enterococcus faecalis é de 2,3 µg/mL.  
Tabela XII – Determinação da MIC de cloranfenicol frente 
a Enterococcus faecalis e a Bacillus cereus 
 
       Absorvância (630 nm) [cloranfenicol] 
(µg/mL) Bacillus cereus Enterococcus faecalis 
300 0,005 0,004 
150 0,004 0,007 
75 0,003 0,005 
37,5 0,003 0,004 
18,8 0,005 0,005 
9,4 0,003 0,002 
4,7 0,003 0,003 
2,3 0,004 0,003 
1,2 0,005 0,085 
0,6 0,148 - 
0,3 0,159 - 
0,15 0,152 - 
Controlo Positivo 0,250 0,194 
Controlo Negativo 0,067 0,079 
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Para a determinação da MIC para os compostos que demonstraram 
actividade antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis, foram utilizadas as 
seguintes concentrações dos compostos NX2, NX13 e NX15: 300 μg, 150 μg, 
75 μg, 37,5 μg, 18,8 μg, 9,4 μg, 4,7 μg, 2,3 μg e 1,2 μg. Para a determinação da 
MIC para os compostos que demonstraram actividade antimicrobiana frente a 
Bacillus cereus, foram utilizadas as seguintes concentrações dos compostos 
NX2 e NX18: 300 μg, 150 μg, 75 μg, 37,5 μg, 18,8 μg, 9,4 μg, 4,7 μg, 2,3 μg, 
1,2 μg, 0,6 μg, 0,3 μg e 0,15 μg. As quantidades disponíveis só permitiram 
efectuar um duplicado para cada concentração em estudo. 
A microplaca foi incubada a 37ºC durante 18 a 20 horas. Após 
incubação foram lidas as absorvâncias a 630 nm em espectrofotómetro para 
microplacas. 
As Tabelas XIII e XIV apresentam os valores médios ponderados de 
Absorvância a 630nm, obtidos para a determinação da MIC para os compostos 
NX2, NX13 e NX15 frente a Enterococcus faecalis e para os compostos NX2 e 
NX18 frente a Bacillus cereus, respectivamente. 
 
 
Tabela XIII – Determinação da MIC para os compostos NX2, NX13 e NX15  
frente a Enterococcus faecalis 
 
Compostos [cloranfenicol] 
(µg/mL) NX2 NX13 NX15 
300 0,005 0,004 0,004 
150 0,006 0,009 0,003 
75 0,006 0,443 0,004 
37,5 0,007 0,558 0,004 
18,8 0,099 0,517 0,006 
9,4 0,112 0,516 0,005 
4,7 0,106 0,512 0,006 
2,3 0,528 0,527 0,119 
1,2 0,484 0,519 0,319 
Controlo Positivo 0,582 0,529 0,637 
Controlo Negativo 0,053 0,053 0,053 
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Através da análise dos valores da Tabela XIII pode-se afirmar que a MIC 
para o composto NX2 é de 37,5 µg/mL, para o composto NX13 é de 150 µg/mL 
e para o composto NX15 é de 4,7 µg/mL, frente a Enterococcus faecalis.  
 
Tabela XIV – Determinação da MIC para os compostos NX2 e NX18 frente a Bacillus 
cereus. 
 
Compostos [cloranfenicol] 
(µg/mL) NX2 NX18 
300 0,009 0,007 
150 0,008 0,007 
75 0,006 0,009 
37,5 0,005 0,006 
18,8 0,005 0,007 
9,4 0,006 0,009 
4,7 0,009 0,479 
2,3 0,232 0,758 
1,2 0,756 0,842 
Controlo Positivo 0,860 0,857 
Controlo Negativo 0,050 0,050 
 
Através da análise dos valores da Tabela XIV pode-se afirmar que a MIC 
para o composto NX2 é de 4,7 µg/mL e para o composto NX18 é de 9,4 µg/mL, 
frente a Bacillus cereus. 
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4.CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
A avaliação da actividade antimicrobiana apresenta-se como uma saída 
para o combate contra os microrganismos, quer a razão seja o grande aumento 
da resistência dos microrganismos patogénicos a múltiplas drogas e a 
necessidade de novas alternativas terapêuticas, quer seja a procura de 
substâncias que sejam eficazes e menos agressivas tanto para o meio 
ambiente como para o homem, contribuindo assim para uma melhor qualidade 
de vida. Entretanto, para que soluções efectivas sejam encontradas, devem-se 
promover um inter-relacionamento das diferentes áreas do conhecimento, 
incluindo botânica, microbiologia, fotoquímica e a epidemiologia. 
A revisão bibliográfica efectuada neste estudo salientou a valorização 
dada, ao longo dos anos, à actividade antimicrobiana de substâncias extraídas 
de plantas. Os estudos incidentes nesta área iniciaram-se muito cedo e até nos 
dias de hoje têm uma elevada relevância em diversas áreas, com maior 
incidência na área da medicina e na área alimentar. Na área da medicina estes 
estudos têm melhorado o conhecimento de novos compostos com 
potencialidade para serem utilizados como antibióticos ou antifúngicos, 
bacteriostáticos ou antisépticos, na área alimentar são bastante utilizados como 
aromatizantes e conservantes. 
No sentido de evidenciar a importância da avaliação da actividade 
antimicrobiana, neste trabalho estudaram-se: um extracto aquoso e três 
extractos ricos em flavonóides (extractos de éter dietílico, de acetato de etilo e 
de butanol) da planta Genista tenera foram avaliados contra bactérias e fungos 
seleccionados, pelo método de difusão em ágar; os óleos essenciais extraídos 
de folhas frescas de Eucalyptus spp. (Eucalipto) e Thymus citriodorus (tomilho-
limão); derivados de lactonas carboximetilglicosiladas e os compostos de 
síntese derivados de lactonas carboximetilglicosiladas, designados NX2, NX13, 
NX14, NX15 e NX18 (Xavier et al., 2011), foram avaliados frente a bactérias e 
fungos seleccionados, pelo método de difusão em ágar e efectuada a 
determinação da MIC pelo método da microdiluição, nas situações que se 
consideraram com interesse de aplicação. 
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A avaliação da actividade antimicrobiana de 300 mg do extracto aquoso, 
de éter dietílico, de acetato de etilo e de butanol da planta Genista tenera, 
revelou halos de inibição em Listeria monocytogenes (ATCC 19115) em 
presença dos extractos de éter dietílico e acetato de etilo, enquanto a 
actividade antifúngica revelou-se apenas no éter dietílico em relação a 
Fusarium culmorum (ATCC 12973). 
Considerando as propriedades antidiabéticas da planta Genista tenera, e 
conhecendo que muitas das complicações secundárias associadas à diabetes 
estão relacionadas com infecções, teria interesse aprofundar o estudo, não só 
variando a concentração dos extractos que não revelaram actividade 
antimicrobiana, como estudando outros extractos ricos em componentes que 
não os flavonóides.  
Relativamente aos resultados obtidos dos óleos essenciais de 
Eucalyptus spp. e de Thymus citriodorus em estudo, verificou-se a presença de 
actividade antimicrobiana apenas para o óleo de eucalipto. O óleo de eucalipto 
mostrou actividade antibacteriana frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus 
aureus e Escherichia coli. A actividade antifúngica foi conseguida frente a 
Botytris cinerea e Fusarium culmorum. 
Tendo em conta que, actualmente, as refeições e alimentos pré-
confeccionados têm sofrido uma grande procura por parte dos consumidores, a 
adição de produtos naturais como os óleos essenciais, é uma mais-valia em 
termos de aromatizantes e ao mesmo tempo conservantes. Desta forma, os 
alimentos são naturalmente conservados pela adição de substâncias naturais, 
mantendo as suas características tradicionais de confecção. Considerando os 
estudos já efectuados, seria relevante verificar os condimentos e especiarias 
ainda não avaliados e aprofundar os conhecimentos sobre a aplicação dos 
óleos essenciais com actividade antimicrobiana na área alimentar. 
Quanto aos compostos de síntese, como referido anteriormente, a 
estrutura química destes compostos naturais é facilmente identificada 
permitindo o isolamento, aperfeiçoamento e síntese dos princípios activos das 
plantas. O aperfeiçoamento dos compostos podem torná-los mais eficazes 
quanto à sua actividade antimicrobiana, no entanto as quantidades obtidas são 
extremamente reduzidas. 
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Os resultados obtidos da actividade antimicrobiana dos compostos de 
síntese obtidos de lactonas carboximetilglicosiladas são coerentes com o que 
foi referido anteriormente. Os compostos NX2 e NX18 demonstram actividade 
antibacteriana bastante significativa, pelo método de difusão em ágar, frente 
Bacillus cereus e B. subtilis. Relativamente à actividade antifúngica o composto 
NX2 foi eficaz frente a Aspergillus brasiliensis e Fusarium solani e o composto 
NX18 foi eficaz frente a F. culmorum. 
Uma vez verificada a existência de actividade antimicrobiana eficaz em 
alguns dos compostos em estudo, foi verificada a concentração mínima 
inibitória para os compostos NX2, NX13 e NX18 frente a Enterococcus faecalis 
e os compostos NX2 e NX18 frente a Bacillus cereus, pelo método de 
microdiluição. Verificou-se que a concentração mínima inibitória para os 
compostos NX2 e NX18 é de 4,7 μg/mL e 9,4 μg/mL, respectivamente, frente a 
B. cereus. Para os compostos NX2, NX13 e NX18 a concentração mínima 
inibitória foi, respectivamente, de 37,5 μg/mL, 150 μg/mL e 4,7 μg/mL, frente a 
E. faecalis.  
Destes resultados podemos concluir que, em geral, os compostos de 
síntese são biologicamente activos, sendo importante aprofundar as 
possibilidades de aplicação como antibacterianos, especialmente considerando 
a baixa toxicidade apresentada (Xavier et al., 2011). Quanto aos compostos 
com características antifúngicas, será necessário adaptar os procedimentos 
que permitiram determinar as MIC de fungos produtores de conídios. 
Ao concluir este estudo, verifica-se que a aplicação da avaliação da 
actividade antimicrobiana é uma ferramenta de estudo que ainda pode ser 
explorada em múltiplas vertentes, sendo ideal poder definir condições 
padronizadas para diferentes grupos de substâncias, como as já existentes 
para os antibióticos estabelecidas pela Nacional Comitee for Clinical Laboratory 
Standarts (CLSI) e pelo European Committee for Antimicrobial Susceptibility 
Testing (EUCAST).  
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